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18. November 1996/he 

Unser Zeichen: 8371-G8F 



Epothiione C und U, Herstttlluny und 1H t r.vl 

Die vorliegende Erfindung betriff t allgemein Epothilonderivate 
und deren Vervendung zur Heratellung von Arzneimittelh. Inabo- 
sondere betrifft die vorliegende Erfindung die Heratellung der 
Epothilonderivate der nachfolgend dargeatollten allgemeinen For 
meln 1 bia 7 sowie deren Verwendurig zur Heratellung von thera- 
peutiechen Mitteln und Mitteln fOr den Pf lanzenschutz; 
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In den vorscehenden Fotmtln 1 bia Formal 7 bedeuten:| 

i 

R - H, Ci. 4 -Alkyl; | 
R 1 , R 2 , R 3 , R«, RS . H , C!. S -Alkyl # J 

C 1 . 6 -Acyl-B«n2oyl l j 
Cx^-Trialkylsilyl, 
Benzyl, | 
Phenyl , i 
Cx-6-Alkoxy-, ! 
Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen h 
flubatltuiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R 1 bia R 5 zu der Gruppleru^g -(CH 2 >n- 
mit n - X bia 6 zuaammentreten k6nnen und ea aich bail den in den 
Reaten enthaltenan Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkedtige Oder 
verzweigte Reate handelt; 

Y und 2 aind entweder gleich oder verachieden und atqhen Jewel la 
far Waeeeratoff, Halogen, wie F , ci, Br oder J, Paeu^ohalogen, 
wie -NCO, -NCS oder -tf 3 , OH, 0- (C^) -Acyl, 0- (C^) -tUkyl, 0- 
Benzoyl. Y und Z k6nnen auch daa o-Atom einea Bpoxld^e eein, 
wobei Bpothilon A und B nicht beanaprucht werden, odeir eine der 
C-C-Bindungen einer OC-Doppelbindung bilden. 

In der Formal 3 ateht X allgemein fur -C(0)-, -CIS)-,; -S(o)-, - 
CR 3 * 2 -, wobei R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben angegeben, 

und -SiR^-, wobei R die Bedeutung hat wie oben angegeben. 

t 

In der Formal 4 bedeutet X Saueretoff, NOR 3 , N-NR 4 R 5 ,! und N- 
NHCONR 4 R 5 , wobei die Reate R 3 bia R 5 die oben angegebene Bedeu- 
tung haben. j 

In der Formal 5 bedeutet X Waeeeretoff, Cx. 3,9 -Alkyl, Cx-xa-Acyl, 
Benzyl, Benzoyl und Cinnamoyl. > 
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FQr Epothilon A und B se i vcrwiesen au£ DE-A-41 38 042, 
Verbindungen gemiS der allgemeinen Forael 1 sind auafrehend von 
Epothilon A und B aowie von deren 3-0- und/oder 7-0-$eachutzten 
Derivaten durch Offnung dee 12 , 13-Epoxida zuganglichj Werden 
dazu Hydrogenwaeeeratoffaauren in einem bevorzugt ni<fcht waaeri- 
gen LAeungsmittel eingeaetzt, wobei man die Halogenhydrine X . 
Hal, Y - OH und Y ■ OH, Y - Hal erhait. Protoneneauren wie z.B. 
Toluolsulfonsaure und Trif luoreeaigaaure fQhren in Gegenwart von 
Waaser zu 12, 13-Diolen, die anachlieSend nach Standairdverf ahren 
acyliert (z.B. mit Carboneaureanhydriden und Pyridin Joder 
Triethylamin/DMAF) oder alkyliert (Alkylhalogenide utid Silber- 
oxid) warden. Die 3- und 7-Hydroxygruppen kOnnen dazu vorOber- 
gahend ala Formiat (Abapaltung mit NH 3 /MeOH> oder p-Methoxy- 
benzylether (Abapaltung mit DDQ) geachOtzt werden. 

Verbindungen gemafi der allgemeinen Formal 2 aind aua Epothilon A 
und B cowie deren 3-0- und/oder 7-o-geschQtzten Derivaten durch 
Reduktion, z.B. mit NaBH 4 in Methanol erhaltlich. Sink dabei 3- 
OH und/oder 7-OH reveraibal geachutzt, so k6nnen nach| Acylierung 
oder Alkyliarung und Entfemen der Schutzgruppen 5-0-monoaubati- 
cuierte, 3,S- oder S, 7-0-dieubatituierte Derivate der t allgemei- 
nen Formel 2 erhalten werden. 

Umaetzungen von Epothilon A und B mit bifunktionelleni elektro- 
philen Reagenzien, wie (Thio) Phoagen, (Thio) Carbonyldlmidazol, 
Thionylchlorid oder Dialkylailyldichloriden bzw. -biatrif laten 
ergeben Verbindungen der allgemeinen Forael 3. Ala Hilfebaaen 
dienen dabei Pyridin, Trialkylamine, ggf . zuaammen mit DMAP bzw, 
2,6-Lutidin in einem nichtprotiachen LOeungamitcel . Die 3,7-Ace- 
tale der allgemeinen Foxmel 3 entstehen durch utnacetailelerung 
z.B. von Dimethylacetalen in Gegenwart einee aauren K*talysa- 
tore. ! 
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Verbindungen gem&fi der allgemeinen Forme! 4 werden aua Epothilon 
A und B oder ihren 3-0- und/oder 7-o-geachiltzten Derivacen durch 
Ozonolyse und reduktive Aufarbeitung, z.B. mit Dimethylaulf id, 
erhalten. Die C- lfi -Ketone k&nnen anachlieSend nach dam Fachmann 
gelaufigen Standardverf ahren in Oxirae, Hydxazone ode* Semicarba- 
zone umgewandelt werden. Sie werden weiterhin durch Wit tig-, 
Wittig-Homer-, Julia- oder Petereen-olef inierung in jc-16/C-17^ 
define aberfOhrt. 

Durch Reduktion der C-16-Ketogruppe, z.B. mit einem Aluminium- 
oder Borhydrid, aind die lC-Hydroxyderivate gemaS de» allgemei- 
nen Formal 5 erhAltlich. Diese kGnnen, wenn 3 -OH und 7-OH mit 
entaprechenden Schutzgruppen versehen aind, aelekciv acyliert 
oder alkyliert werden. Die Freiaetzung der 3 -OH- und ;7-0H-Grup- 
pen erfolgt z.B. bei O-Formyl durch NH 3 /MeOH, bei O-p-Methoxy- 
benzyl durch DDQ . 

Die Verbindungen der allgemeinen Formal 6 werden aus (Derivaten 
von Epothilon A und B erhalcen, bei denen die 7-0H-G»uppe durch 
Acyl- oder Ethergruppen geachfltzt iat, in dem die 3-OH-Gruppe 
2.B. formyliert, mesyliert oder toayliert und anachliefiend durch 
Behandlung mit einer Baae z.B. DBU eliminiert wird. Die 7-oh- 
Gruppe kann wie oben beechrieben frelgeaetzt werden. 

Verbindungen der allgemeinen Formal 7 werden aua Epothilon A und 
B oder deren 3 -OH- und 7-OH-geachOtzten Derivaten durch baeiache 
Hydrolyce erhalten, z.B. mit NaOH in MeOH oder MeOH/Waaaer. Vor- 
zugaweiae werden Verbindungen der allgemeinen Formal 7 aua Epo- 
thilon A oder B oder deren 3 -OH- oder 7-0H~geachQtzten Derlvat n 
durch enzymatiache Hydrolyee erhalten, inebeeondere mit Eetera- 
sen oder Lipaaen. Die Carboxylgruppe kann mit Diazoalkanen nach 
Schutz der 19-OH-Gruppe durch Alkylierung in Eater umgewandelt 
werden . 
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Ferner k&nnen Verbindungen der Pormel 7 durch Lactoniaierung 
nach den Methoden von Yamaguchi (Trichlorbenzoylchlorid/DMAP) , 
Corey (Aldrithiol/Triphenylphosphin) oder Kellogg (omega-Brom- 
aaure/Caeaiumcarbonat) in Verbindung der rormel 2 umiewandelt 
warden. EinechlAgige Arbeitsmechoden finden sich bell 

Inanaga et al. in Bull. Chem. Soc. Japan, 52 (1979) 1989; 
Corey & Nicolaou in J. Am. Chem. Soc, 96 (1974) 5614; und 
Kruizinga & Kellogig in J. Am. Chem. Soc, 103 (1981) ;5183. 

Zur Heratallung der erfindungegemaSen Verbindungen kann man auch 
von Epothilon C oder D ausgehen, wobei zur Derlvaclsierung auf 
die voratehend beechriebenen Derivatiaierungamethoden verwieaen 
warden kann. Dabei kann man die 12, 13-Doppelbindung aelaktiv 
hydrieren, beiepielaweiee katalytiach oder mic Diimiri; Oder 
epoxidieren, beiapielaweiae mit Dimethyldioxiran odexr einer 
Peraaure; oder in die Dihalogenide. Dipeeudohalogenide oder 
Diazide umwandeln. \ 

Die Erfindung betriff t ferner Mittel fur den Pf lanzenachutz in 
Landwirtachaft, Foratwirtachaf t und/oder Gartenbau, be8tehend 
aua einer oder mehreren der voratehend aufgefuhrten Epothilon- 
derivate b 2w, beetehend aua einem oder mehreren der voratehend 
aufgefuhrten Epothilonderivate neben einem oder mehrexen ubli- 
chen TrAger(n) und/oder Verdunnungemittel (n) , 

Schliefilich betrifft die Erfindung cherapeutische Mittel, beete- 
hend aua einer oder mehreren der voratehend aufgefuhrten verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der voratehend aufgefOhrten Ver- 
bindungen neben einem odar mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungemittel (n) . Dieae Mittel k6nnen inebeaondera cytotoxic 
ache Aktivitaten zeigen und/oder Xmmuneuppreeaion bewirken 
und/oder zur Bek&mpfung maligner Tumore eingeaetzt werden, wobei 
sie beaondera bev rzugt ala Cytoatatika verwendbar aihd. 
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Die Erfindung wird im folgenden durch die Beachreibung von eini- 
gen auagevrthlten Auafahrungebeiapielen n&her eriauteix und be- 
schrieben. 



Beispiele 

i 

Beiapiel it [ 
Verblndung la 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon A werdeh in 1 ml Aceton igeldat , mit 
50 Ml (0.649 mmol) Trif luoreasigs&ure versetzt und Ober Nachc 
bei 50 «C gerxihrt. Zur Aufarbeitung wird daa Reaktionegemiach 
mit l M Phoephatpuf fer pH 7 veraetrt und die wAfcrige Phaae vier- 
mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Pha- 
sen werden mit gesAttigter Natriumchlorid-L$aung gew^scheii, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Loaungamittel befreit. Die Rai- 
nigung dee Rohproduktea erfolgt mit Hilfe der priparativen 
Schichtchromatographie (Laufmittel; Dichlormethan/Acqton, 85 : 
15). 

Auabeute; 4 mg (19 %) Isomer I 
4 mg (19 %) Isomer II 

Xeomer I 

Re (Dichlormethan/Ace ton, 8S i 15) : 0.46 

IR (Film) < ny - 3440 (m, b, Sch) , 2946 (e # Sfch) , 1734 

(va) , 1686 (m) , 14S6 (m) , 137$ (w) , 1256 
(a, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (m, 
Sch), 884 (w) , 735 (w) cm" 1 . 

MS (20/70 nV> * m/» (%) . 493 (43 [M-H 2 0] + ) , 394 (47) 306 (32), 

206 (30), 181 (40) , 166 (72), 139 (100) , 
113 (19), 71 (19), 57 (24), 43 (24). 
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HQShauflgffWlgT C 26 H 39 0 6 NS bar.: 493.2498 fur (M.-rt 2 Oj * 

ge£. : 493.2478 

Xaoaer IX 

Rf (Dichlormethan/Aceton, 8S : 15) : 0.22 

lR (F iI m>; n V " 3 *«< («. b, Sch), 2942 (vs, Sch), 1727 

(vs), 1570 (w), 1456 (m), 138*) (in), 126S 
(a), 1190 (w), 1069 (m), 975 j(w) , cm" 1 . 

MS (20/70 fV) r. m/e <%) - 493 (21 [ M -H 2 0] + ) , 394 (12,; 306 (46), 

206 (37), 181 (63), 166 (99)^139 (100), 
113 (21). 71 (23), 57 (33), 43 (28). 

HfichawfilSminq : c 26 h 3 90 6 ns ber.: 493.249a fur {M-HaO]* 

gef.J 493,2475 



Belapiel 2 1 
Varbindung lb 

SS mg (0.111 mmol) Epothilon A warden in 0.5 ml Tetrahydrofuran 
gelost, mit 0.S ml l N Salzsaure versetzt und 30 Mlnucen bei 
Raumtemperatur geruhrt . AnechlieSend wird mit l N Phosphatpuf far 
pH 7 veraaczc und die wafirige Phase viermal mit Sthyl&cetat ex- 
trahisrt. Die vereinigeen organiachen Phaaen we r den mic geaac- 
tigter Natriumchlorid-Weung gewaschen, aber Natriumsulf ac ge- 
trocknet und vom Waungamittel befreic. Die Reinlgungf des Roh- 
produktes erfolgt mit Hilfe der praparaciven Schichtehromaco- 
graphie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol , 90 : I0)i. Ausbeuce: 
19 mg (32 %) I 
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Rf (Dichlormechan/Meth anol , 90 : 10): 

i 

IR (Fi l m) ; ny - 3441 (8. br, Sch) , 2948 (e. S<jh). 1725 

<vo. Sch), 1462 (m), 1381 (w) i 1265 (m) , 
11S4 (w), 972 (m, br, Sch) cm} 1 . 

VY (Methanol) ■ lambda,^ (lg epailon) = 210 (4.29) # 248 (4.11) 
nm. 

MS (20/79 gV) ■ m/e (%) - 529 (13 [M*] ) , 494 (10) , 3412 (38). 306 

(23), 194 (32), 164 (100), 140 (31), 113 
(15), 57 (1«) . 

HQChflVlflCflUngi, C 26 H4o0 6 ClWS bar.: 529.2265 fur dM + ] , 

gef.: 529.2280 j 

Belaplel 3 t 

Verbindung le 

25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor- 13 - hydroxy -epot hi Ion A (lb) werden 
in 1 ml Dichlormethan gelfiat, mit 29 mg (0.235 mmol) Dimethyl - 
aminopyridin, 1SX pi (1.081 mmol) Triethylamin und 20)^1 (0.517. 
mmol) 98 %-iger Ameiseneaure versetzt. Daa Reaktionagemisch wird 
mit Eie/Natriumchlorid abgekuhlt. tfach Erreichen von -15 °c wer- 
den dem Reaktionagemisch 40 m1 (0.423 mmol) Esaigaaureanhydrid 
zugegeben und 70 Minuten bei -15 °C geruhrt. Nachdem ein Dunn- 
schichtchromacogramm keinen vollatandigen Umsatz anzejLgt, werden 
dem Reaktionegemiach waitere 6 mg (0.047 mmol) 
Dimethylaminopyridin, 7 pi (0.047 mmol) Triethylamin, ; 2 fxl 98 
%-ige Ameiaene&ure (0.047 mmol) und 4 n± (0.047 mmol) 1 
Esaigaaureanhydrid zugeaetzt und 60 Minucen geruhrt. Zur 
Aufarbeitung wird daa Reaktionagemiach auf Raumtemperatur 
erwarmt, mit 1 M Phoephatpuf fer pH 7 vereetzt und dieiwAfirige 
Phaae viermal mit Ethylacatat extrahiert. Die verainigten 



I 
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organiachen Phaaen werden mit gesattigter Natriumchlorid-LSeung 
gewaachen, uber Natriumaulf at getrocknet und vom Loaungemittel 
befreit. Die Reinigung dee Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromacographie (Laufmittel; 
Dichlormethan/Aceton, 90 ; 10) . Ausbeute: 5 mg (18 

Rf (Dichlormethan/Acet on. 90 : 10): 0.67' 

IR tF i lp) y ny - 3457 (w, b, Sch) , 2940 Cs, b, Sch) , 1725 

(ve) ( 1468 (m f b, Sch), 1379 (m) , 1265 
(a), 1253 (a), 117S (va) , 972! (m, b, 
Sch), 737 (3) cm' 1 

MS ( 2 Q/7Q ey) . m/e (%) - 613 (9 [M+] ) , 567 (43), 472 (63), 382 

(23), 3S2 (21), 164 (100), 151 (33), 96 
(31) , 69 (17) , 44 (26) . 

HQChawflgflumn c 2 9H 40 q 9 nsc1 bar. : 613.2112 fur IM+] 

gef . : 613.2131 



Beiepiel 4t 
Verbindung Id 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon B werden in 0.5 ml Tetrahydrofuran 
gelfiet, mit 0.5 ml 1 N Salzaaure veraetit und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur gerflhrt. Anachlie&end wird mit 1 M Phoaphatpuf fer 
pH 7 versetzt und die waSrige Phaae viermal mit Ethylacetat ex- 
trahiert. Die vereinigten organiachen Phaaen werden mit geeat- 
tigter Natriumchlorid-Ldeung gewaachen, uber Natriumaulfat ge- 
trocknet und vom Lfisungamittel befreit. Die Reinigung! dea Roh- 
produktes erfolgt mit Hilfe der praparativen Schichtchromatogra- 
phie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) . 
Ausbeute: 1 mg (9 %) 



Rf (Dlchlormethan/Aceeon, 85 : 15) : 0.38 



W (2P/7 9 gV ) ; m/e (%) - 543 (3 [ M ']) ( 507 (14), 32Q (19), 234 

(9), 194 (17), 182 (23), 164 |(100) , 140 
(22), 113 (14).. 71 (13). i 

Hacliaiilliasinai c 27 H420 € nsci ber. : 543.2421 far |cm*] 

gef.: 543.2405 > 

i 

B«lapi«l St 
Verbindung 2a 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 ml Tetraliydrofuran/1 
M Phosphatpuffer pH 7 (l : 1) geldat und oolange mit iNatriumbor- 
hydrid (150 mg - 3.965 mmol) verset2t Ms das Edukt IJaut DOnn- 
schichtchromatogramm vollatandig abreagiert 1st. AnsdhlieSend 
wird mit 1 M Phosphatpuffer pH 7 verdilnnt und die wdfirige Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten arganiechen 
Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, 
aber Natriumeulfat getrocknet und vom LGaungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Kieselchromatographie 
(Laufmittel; Dichlorrae than/Ace ton, 35 : 5 - grad - nach Dichlor- 
me than/Ace ton, 85 : 15) . 

Auebeufc*: <2Q %) 

R c (Dichlorme than/Ace Con, 75 : 25): 0.27 

i 

IR (Film) ; ny • 3413 (a, b, Sch) , 2365 <vs, Sch) , 1734 

(vs), 1458 (m, b, Sch), 1303 (jm, Sch), 
1264 (s, b, Sch), 1184 (m, b, Sch), 1053 
(a, Sch), 966 (a), 885 (w) , 7317 (m) cm" 1 



i 

-X3- ' j 

I ! 

j 

MS (20/79 qV) • m/e (%) - 495 (6 [M*]) . 477 (8). 432 1(12), 394 

(9), 364 (16), 306 (49), 194 j(19) , 178 
(35), 164 (100), 140 (40), 831 (21), SS 
(27) . 

HPChflMflOBvnq. C^H^OsNS ber. : 495.2655 fOr (M+] 

gef.: 495.2623 

j 

Beiapiel 6t 

Verbindung 3a-d (a-d alnd Stareoiaomara) 

100 mg (0.203 mrnol) Epothilon warden in 3 ml Pyridin ;gelOat, mit 
50 Ml (0.686 mrnol) Thionylchlorid veraetzt und 15 Minuten bet 
Raumtemperatur geruhrt. AnachlieSend wird mit 1 M Phaaphatpuf f er 
pH 7 veraetzt und die waflrige Phase viermal mit Ethyliacetat ex- 
trahiert, Die vereinigten organiachen Phasen werden mit geedt- 
tigter Natriumchlorid-Lfieung gewaechen, \lber Natriumaiulf at ge- 
trocknet und vom L6aungamittel befreit. Die Reinigung dea Roh- 
produktee und Trennung dar vier Stereoiaomeren 3a-d exfolgt mit 
Hilfe der praparativen Schichtchromatographie (Lauf mittel ; 
Toluol/Methanol, 90 : 10) . 

verblndung 3a 

i 

Auabeutft; 4 mg (12 %) 

R f (Toluol /Methanol, 90 : 10): 0.50 

TR (Film) t ny • 2961 (m, b, Sch) , 1742 <ve> , 1701 (va> , 

1465 {m, Sch), 1389 <m, Sch) , 1238 (a, 
Sch), 1210 <va, Sch), 1011 (s,j Sch), 957 
(a, b, Sch), 806 (m, Sch), 768 (a, Sch) 
cm** 

i 
i 
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UY (Methanol) ; lambd affi>x (lg epailon) - 210 (4.50), 218 (4.35) 
nm. 

MS (30/70 . eVL i m/e (V) » 539 (40 [M + ] ) , 457 (22). 362 (16), 316 

(27). 222 (30). 178 (30), 164] (100), 151 
(43), 96 (38), 69 (29), 55 (2B) . 43 (20): 

HosliaunAaunai c 2 6H 3 70 7 ns 2 ber. : 339.2011 fur [m+i 

Verbindung 3b 

Auflheuf i 14 mg (13 %) 

Rf (Toluol /Methanol. 90 : 10): 0.44 

(F il m) i ny - 2963 (s. br, Scb), 1740 (vs) , ;1703 (a), 

1510 (w) , 1464 (m, br, Sch) , 1389 (m, 

Sch), 1240 (a, br, Sch). 1142 I (m) , 1076 

(w), 1037 (w), 1003 (m), 945 {a, br, 

Sch) , 806 (m, Sch) , 775 (a) . 737 (m) cm" 
1_ 

UY (ttgthangl.b. lambda^ (lg epailon) . 211 (4.16), 230 (4.08) 
nm. 

MS (20/70. eV).l m/e (%) . 539 (27 [M+)) ( 475 (17), 322 (41). 306 

(67). 222 (16). 206 (17) , 194 I (19) . 178 
(32). 164 (100). 151 (33). 123 (18), 113 
(15), 96 (39), 81 (23). 64 (58). 57 (42). 
41 (19) . 



Hochauflfliiun ? - g-^^H^^Mgj ber.: 539.2011 fQr [M*] 

ge£.: 539.1998 
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/ ; 
Vtrblnduag 3o 

Auafrcutft ; 4 mg (4 %) 

Rf (Toluol /Methanol, 90 ; 10) : 0.38 

MS (2P/7Q ftVLL m/e (%) - 539 (51 ) . 322 (22), 306 (53), 222 

(36), 178 (31), 164 (100), 15* (41), 96 
(25), 81 (20), 69 (26), 55 (2$) , 41 (25). 

HQChauflSgVTigi C 26 H370 7 N3 2 ber.: 539.2011 far [M + ] 

get.: 539,2001 

Verbindung 3d 

i 
I 

AUBfrCUtfil l mg (1 %) 

Rf (Toluol/Methanol, 90 ; 10) : 0.33 

Mg (2Q/79 fiY) ; m/e (%> - 539 (69 (M*J ) , 322 (35), 305 (51), 222 

(41), 178 (31), 164 (100), ISi (46), 96 
(31), 81 (26), 69 (34), 55 (33), 41 (35) 

HQChauflSgung; <?26 H 3 707*^2 ber.: 539.2011 fur 

gcf - : 539,1997 

Baiapial It 
Verbindung 4a 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon A warden in 2 ml Dichlorrtiethan ge- 
I6at, au£ -70 «C abgekuhlt und anachliefiend 5 Minuten.mit Ozon 
bis zur echwachen BlaufArbung behandelt. Dae result ierende Reak- 
Cionsgemiech wird anachlieSend mit 0.5 ml Dimethylsullid ver- 
setzt und auf Raumtemperatur erwArrat. Zur Auforbeitung wird daa 
Reaktionegemiach vom LOsungamittel befreit und schliefilich durch 
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/ . . 

preparative Schichtchromatographie (Laufmittel Dichlor- 
methan/Aceton/Methanol. 85 : 10 : 5) gereinigc. 

AUflfrgtitt; 5 mg (64 %) 

R r (Pichlormcthan/Aceton/Metha nol , 85 : 10 : 5) : 0 ,61 

IR (F i lmli ny - 3468 (a, br, sch) , 2547 (a, br, Sch) , 

1734 <ve, Sch), 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
<w), 1157 (w), 1080 (w), 982 (w) cm' 1 . 

W (Mottumpl)- lambda^ (lg epsilon) « 202 (3.53) nm. 

MS ( 2 0/7fl *Y) • m/e (%) . 398 (2 [M+] ) , 380 (4) ,267 (14), 249 

(17), 211 (20), 193 (26), 171' (34), 139 
(34), 111 (40), 96 (100), 71 (48), 43 
(50). 

HQChfrVflSaimgLL C21H34O7 bar.: 398.2305 for (M*l 

gef . : 398.2295 



Beiapiel 8t 
Verbindung 6a 

10 mg (0.018 mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A warden; in 1 ml 
Dichlormethan geloat, mit 27 jil (0.180 mmol) 

l,8-DiazabicyclofS.4.0]undec-7-en (DBU) veraeczc und 60 Minucen 
bai Raumtemperatur gerGhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionagemisch mit 1 M Natriumdi- 
hydrogenphosphat-Puffer pH 4.5 veraetit und die waS*ige Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phaaen werden mit geaattigter Natriumchlorid-LOsung gewaochen, 
Qber Natriumeulfat getrocknet und vom Ldaungsmittel befreic. 
Nach Beseitigung dee L6aungamittel wird das reaultierende Ron- 
produkt in 1 ml M thanol g 16at, mit 200 pi einer amraoniakali- 
schen Methanoll6sung (2 mmol NH3/ml M thanol) versetzt und uber 
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Nacht bei Raumtemperatur gertthrt. Zur Aufarbeitung wird das L6- 
aungsmittel im Vakuum entfernt. 

Auabaute ; 4 mg (22 V) 

R f (Dichlormechan/Acaton , 85 : 15) : ' 0.46 

^ <F il ni> i ny - 3445 <w, br, sch), 29S0 (ve f br, Sch), 

1717 (vfl, Sch), 1644 (w), 1465 (m, Sch), 
1370 (m, SCh), 1267 (s, br, Sth). 1179 
(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (ra) 
cm" 1 

W (Methanol) r lambda max (lg epailon) - 210 (4.16) nm: 

MS CV) ; m/e (%) - 475 (28 [M*] ) , 380 (21), 322 (37) , 318 

(40), 304 (66), 178 (31), 166 1(100), 151 
(29), 140 (19), 96 (38), 81 (20), 57 
(26). 

Hochauf ISsunq; c 26 H370 5 ns ber. : 475.2392 far im + ] 

gef. 475.2384 

Beispiel 9: 
Varbindung 6b 

50 mg (0.091 tmnol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A (wcrdeh in l ml 
Dichlorethan gelGst, mic 2 ml (0.013 mol) 

l,8-Diazabicyclo[5.4.0)undec-7-en (DBU) versetzt und 12 Stunden 
bei 90 °C gerflhrt. 

Zur Aufarbeitung wird daa Reaktionagemisch mic 1 M Natriumdihy- 
drogenphoaphat- Puffer pH 4.5 versetzt und die wafirige; Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organiachen 
Phasen warden mit geaattigter Natriumchlorid-LSaung gewaachen, 
uber Natriumeuif at getrocknet und vom L6sungamittel befreit. 
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Die Reinigung dee aus zwei Verbindungen beatehenden ROhproduktes 
erfolgt mittels pr&parativer Schichtchromatographie (iaufraittel: 
Dichlormethan/Aceton, 90 : 10) . 

i 

AttflbCUtftj. 7 mg (15 %) | 

i 

Substanzcode 

Rg (Dichlormethan/Aceton, 90 ; 10): 0.62 

IR (Film) ; ny « 2951 (m, br, Sch) , 1723 (va) , i644 (w, 

br, Sch) , 1468 (w) , 137? (w) , 1271 (m, 
br, Sch), 1179 (a). 987 (m, br; Sch), 735 
(w, br, Sch) cm" 1 . 

UV ( Methanol) ■ lambda^, (Ig epsilon) - 210 (4.44) nm. 

MS (20/70 fiV) . m /e (V) - S03 (£8 tM + l), 408 (58), 390j (32), 334 

(25), 316 (34). 220 (21). 206 (27). 194 
(20), 181 (33), 164 (100), 151 ! (34) , 139 
(28), 113 (20), 96 (82), 81 (33), 67 
(24) , 55 (26) , 43 (22) . 

i 

ttoehaufloflun ?: c 2 -H^n^ara bar.: 503.2342 fOr [M+] 

gef.: 503.2303 

Belepiel 10 i 
Verbindung 6c 

5 mg (0.009 mmol) 3, 7-Di-O-acetyl -epothilon werden in 1 ml 
Methanol gel6et, mit 150 ftl einer ammoniakalischen Methanol- 
Idaung (2 mmol NH3/ml Methanol) versetzt und Cber Nacht bai 50 
°C gerOhrt. 

Zur Aufarbeitung wird daa Lfiaungsmittel im Vakuum entffernt. Die 
Reinigung dee Rohproduktee erfolgt mit Hilfe der pr&parativen 

Schichtchromatographie (Laufmittel; Tolu 1/Methanol, 90 : 10). 

i 

! 

i 

i • 

i 
i 
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Auabcutft ; 3 mg (67 V) 

Rg (Dichlormethan/ Aceton, 90 : 10) : 0.S5 

IB (F il m) I - 2934 <fl, b, Sch), 1719 (va, bj Sch), 1641 

(m), 1460 (m, Sch), 1372 (a, Sch) , 1237 
(va, b, Sch), 1179 (a, Sch), 1020 (a), 
963 (a, Sch), 737 (va) cm" 1 . 

tfV (Methanol ) * lambda^ (lg epailon) ■ - 210 (4.33) nnv. 

MS ( 2 0/79 fiY) r m/e (V) . 517 (57 (M*J ) , 422 (58), 318 (31), 194 

(20), 181 (34), 166 (100), 151 (31), 96 
(96), 81 (32), 69 (27), 55 (29), 43 (69). 

HOChauflflflUng. C^^OgNS bar.: 517.2498 fQr [M+]i 

gef . : 517 2492 



Beiapiel 11: 
Verbindung 7a 



20. mg (0.041 mmol) Epothilon warden in 0.5 ml Methanol geldat , 
mit 0.5 ml IN Natronlauge veraetzt und 5 Minuten beli Raumtempe- 
ratur gertihrt. 

Zur Aufarbeitung wird daa Reaktionagemiach mit 1 M Phosphat- 
puf far pH 7 veraetzt und die wSflrige Phaae viermal mit fcthyl- 
acatat axtrahiert. Die* vereinigten organiachen Phaaem werden mit 
geaSttigter Natriumchlorid-L6eung gewaechen, Qber Natriumaulfat 
gatrocknat und vom LSaungamittel befreit. Die Reinigung dea Roh- 
produktea arfolgt mit Hilfe der pr&parativen Schichtchromato- 
graphie (Laufmittal: Dichlormethan/Methanol, 85 : 15) [. 



i 
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Auabeufcg* 11 mg (52 %) 

R f (Dichlormethan/Methanol, 85 : 15) : 0,92 

IR (F i lm) ; ny - 3438 <s. br, Sch) , 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vsj, 1507 (m), 1460 (s,! Sch) , 1383 
(m, Sch) , 1254 (w), 1190 <w, br, Sch), 
1011 (w, br, Sch), 866 (v, fart), 729 (a) 
cm* 1 

MS {39/70 SV) 1 m/e <*) - 423 (0.1 [M+] ) , 323 (4), 16$ (89), 140 

(100), 85 (31), 57 (67). 
Hochauflgaung;. C23K37O4NS ber.-: 423.2443 far [m+] 

gef.; 423.2410 



Baispial 12 1 
Varbindung 7b 

5 mg (0.009 mmol) 7-O-Acetyl-epothilon warden in 1 mlj Methanol 
gelSet, mit 200 /*1 einer ammoniakaliachen Methanolldaiung (2 mmol 
NH3/ml Methanol) veraetzt und zwei Tage bei 50 Q C gerQhrt. Zur 
Aufarbaitung wird daa LGaungamittel im vakuum entfernt. Die Rai- 
nigung dea Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prdparativen 
Schichtchromatographie (Laufmitteli Toluol/Methanol, 90 : 10). 

Aunbaute- 3 mg (59 %) 

R f ( Dichlorma than/Me thanol, 90 : 10) : 0.63 

IR (Film) ! ny - 3441 (m, b, Sch), 2946 (a, Schi) , 1732 

(va), 1600 (w), 1451 (m) , 13-73 (m) , 1246 
(a, b, Sch) , 1013 (m, b, Sch) jcm" 1 

UV (Methanol) : lambda^ (lg epeilon) - 211 (3.75), 247 (3.59) 
nm. 



M3 (30/70 flV) ; m/e (%) - 567 (1 [M + ] ) , 46S (4), 422 388 

(5), 194 (5), 182 (7), 168 (6^), 164 
(17), 140 (100), 97 (10). 71 ^22), 43 
(27) . 

Hachaiiflfiaiinai C29H 45 o 8 ns ber. : 567.2866 far (Mf] 

ge£.: 567.2849 ' 

. . ' i 

Beiapiel 13 i 

50 mg Epothilon A werden in 20 M l Dimethyleulf oxid an$el6sc und 
mit 30 ml Phoephatpuffer ( P H 74, 30 mM) verdannc. Na$h Zugabe 
von 5 mg Schweinelebereateraae (Fa. Boehringer Mannheim) wird 2 
Tage bei 30 <»c gerthrt, Man s*uert mit 2 N HC1 auf pH<5 an und 
extrahierc die EpothilonsAure 7 mit Ethylacetat. Die organiache 
Phase wird mit Natriumaulf at getrocknet, im Vakuum 2u* Trockne 
eingedampft. Ausbeute 48 mg (96 %) . 



Beiapiel 14 1 

48 mg Epothilonfl4ure 7 werden in 6 ml THF abs. gelCat |und untar 
RQhran mit 40 /*1 Triethylamin und 16 jil 2, 4, 6-Trichlorbenzoyl- 
chlorid veraetzt. Nach IS min wird vom Niederachlag abfiltriert 
und innerhalb von IS min unter achnellem ROhren in eii}e siedende 
Ldeung von 20 mg 4-Dimethylaminopyridin in 200 ml Toluol aba. 
getropft. Mach weiteren 10 min wird im Vakuum eingedampf t und 
der ROckatand zwiaehen Ethylacetat/Citratpuf fer (pH 4)i verteilt* 
Der Eindampf rflckatand der organiachen Phase ergibt naqh prdpara- 
tiver HPLC Trennung 15 mg Epothilon A. | 
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Beiapiel 15: 

Epothilone C und D ale Auagangaverbindungen 

A. Produktionaataan und Kulturbadingungen enteprechtod dam Bpo- 
thilon Basiapatent. 

B. Produktion mit DSM 6773 

75 1 Kultur werden wie im Baaispatent beachrieben angezogen und 
zum Animpfen einea Produktionsf ermencera mit 700 1 
Produktionamedium aua 0.8 % Starke, 0.2 % Glukoae, 0.2 % 
Soyamehl, 0.2 V Hefeextrakt, 0.1%. CaCl 2 x 2H 2 0, 0.1 V MgS0 4 x 
7H 2 0, 8 mg/1 Fe-EDTA, pH - 7.4 und optional 15 1 Adaorberharz 
Amberlite XAD-16 verwendet . Die Fermentation dauerc 7 - 10 Tage 
bei 30 C, Beluftung mit * m 3 Luft/h. Dorch fteguiierung der 
Drehzahl wird der po 2 bei 30 % gehalten. 

C. laoliarung 

Dae Adaorberharz wird mit einem 0.7 m 2 , 100 mesh Prozefcf ilter 
von der Kultur abgecrennt und durch waechen mit 3 Bettvolumen 
Waeeer/Methanol 2:1 von polaren Begleitstof fen befrelc. Durch 
Elution mit 4 Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakc gewonnen, 
der i. Vak. bia zum Auftreten der Waeserphaae eingedampfc wird. 
Dieae wird dreimal mit dem gleichen Volumen Ethylacecat 
extrahiert. Eindampfen der organischen Phaae ergibt 240 g 
Rohextrakt, der zwiachen Methanol und Heptan vertellc wird, urn 
lipophile Begleitstoffe abcutrennen. Aua der Methanolphaae 
werden durch Eindampfen i. Vak. 180 g Raffinat gewonnen, das in 
drei Portionen uber Sephadex LH-20 (SAule 20 x 100 cm,i 20 ml/min 
Methanol) fraktioniert wird. Die Epothilone sind in der mit 240 
- 300 min Retentionazeit eluierten Fraktion von insgeaamt 72 g 
enthalt n. Zur Trennung dar Epothilone wird in drei Portionen an 
Lichr aorb RP-18 (15 pm, Sdule 10 x 40 cm, Laufmittel 1.80 ml/rain 
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Methanol /Wasser 65:3S) chromatographies . Nach Epothilon A und B 
werden mit R t o 90 -9S min Epothilon C und 100-110 min Epothilon 
D eluiert und nach Eindampfen i. Vak. in einer Ausbeuce von 
jeweila 0.3 g ala farblose file gewonnen. 

D. Fhyalkalische Eiganachaf ten 



R 




Epothilon C R - H 
Epothilon D R a CH3 

Epochilon C 

C 2 6H 3 9N0 5 S [477] 

ESI-MS: (poaitiv lonen) : 478.5 fur [M+H] "** 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC;Rf • 0,82 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck, Laufmittel; Dichlormethan/Methanol » 

9:1 

Detektion: UV-LSachung bei 254 nm. Anspruhen mit Vanillin-Schwe- 
felaiure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim; Erhitien 
au£ 120 °C. 



HPLC:R t - 11 # 5 min 

saule: Nucleoail 100 C-18 7^m, 125 x 4 mm 



i 
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Laufmittel; Methanol/Wasser = 65:35 
FluS: lml/min 
Detection ? Diodenarray 

Kpotfellon D 

C27H41NO5S [491] j 
ESI-MS; (positiv lonen) : 492,5 fdr (M+H] * 

1H und 13C eiehe NMR-Tabelle 

DC:Rf m o ( 82 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol . 

9:1 

Detektion: UV-L6schung bei 254 nm. Anepruhen mic Vanillin-Schwe- 
feledure-Reagenz. blau-graue Anfarbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC:R C - 15,3 min 

SAule: Nucleosil 100 C-18 7/im, 125 x 4 mm 
Laufmittel; Methanol /Waaser - 65:35 
Flufl: lml/min 
Detection: Diodenarray 



1 
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H-Atom 6 

(ppm) 



Rpochilon C 

C-Atom 



2-Ha 

2- Hb 

3- H 

3 -OH 

6- H 

7- H 

7 - OH 

8- H 

9- Ha 

9- Hb 

10 - Ha 

10- Hb 

11- Ha 
11-Hb 
ia-H 

13- H 

14- Ha 

14- Hb 

15- H 
17-H 
19-H 

21- H, 

22- H, 

23- H, 

24- H, 
23-K, 
2C-H, 
27-H, 



2. 

2 

3 

5 

3 

3 



.38 
.50 
.97 
.12 
.07 
.49 
4.46 
1.34 
1.15 
1.40 
1.15* 
1.35* 
1.90 
2.18 
5.38** 
S.44" 
2.3S 
2.70 
5.27 
6.50 
7.35 
2.65 
0.94 
1.21 
1.06 
0.90 

2.10 



ft 

(ppm) 



2 
3 

4 

5 
6 
7 
8 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

IS 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

27 



170.3 

38.4 
71.2 
53.1 
217.1 
45.4 
73.9 
35.4 
27.6 
30.0 
27.5 
124.6 
133.1 
31.1 
76.3 
137-3 
119. 1 
152. 1 
117.7 
164*2 
18.8 
20.8 
22.6 
16.7 
16.4 
14.2 



6 

(ppm) 



epeehiloh D 

i 

c-Atcrt 



2.35 

2.38 

4.10 

3.08 

3.11 

3.46 

4.46 

1.29 

1.14 

1.38 

114* 

1.3S» 

1.75 

2.10 

5.08 
2.30 
2.65 
5.29 
6.51 
7.35 
2. 65 



90 
19 
07 
91 
63 



2 
3 
4 

5 
€ 
7 
6 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 



(ppm) 



170.1 

39.0 
70.6 
53.2 
217.4 
44.4 
75.5 
36,3 
29.9 
25.9 
31. 8» 
138.3 
120.3 
31.6* 
76.6 
137.2 
119.2 
1S2.1 
117.7 
164.3 
18.9 
19.7 
22.5 
16.4 
18.4 
22.9 
14.1 



2.11 



*, ** Zuordnung vercauachbar 
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Baiapial 15 t 

Epothilon A und 12 , 13-Biaapi-«pothilon A au« Bpothilion C 

50 mg Epothilon A werden in 1.5 ml Acecon galoat undj mit 1.5 ml 
ainer 0.07 molaren Loeung von Dime thy ldioxiran in Acfeton ver- 
a«t2t. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumcemperacur wirdi i. Vale, 
aingedampf t und durch preparative HPLC an Kieselgel j(Laufmittel 
M ft thyl.tert.butylether/Petrolether/Methanol 33 :66 :1) j getrennt. 

t 

Ausbeute : j 

25 mg Epothilon A, R c - 3,5 min (analyt. HPLC, 7 /im, j S&ule 4 x 

250 ram, Laufmittel 3. o., FluS l.S ml/min) 
und ■ 

t 

20 mg 12,13-Biaepi-epothilon A, R t « 3 . 7 min, ESI*MSj (pos. 

Ionen) 1 

m/z - 494 (M+HJ* 
*H-NMR in (D 4 J Methanol i ausge- 
wAhlte Signaler delta -;4.32 
<3-H), 3.79 <7-H) , 3.06: (12-H), 
3.16 (13-H), 5.54 (15-HH, 6.69 
(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H) . 



R 




12, 13 -Bisepi- epothilon A R • H 



P a t aa t anaprttohe 



l. Epothilonderivat der Formel l 

| 

i 




wobei R - H, C 1 . 4 -Alkyl; R 1 , R 2 - H, C^g-Alkyl, Cx-g-jAcyl, 
Benzoyl, Ci^-Trialkylailyl, Benzyl, Phenyl, Ci. 6 -Alkbxy-, C$- 
Alkyl- , Hydroxy- und halogenaubetituiertee Benzyl bzw* Phenyl; 
und es sich bei den in den Reacen enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettlge oder verzweigta Reate handelt, und Y und 
Z entweder gleich oder verechieden aind und jeweila f^r 
Waeeeratoff, Halogen* Paeudohalogen, OH, 0- (Ci„$) -Acy](, 0-(Ci. 
g) -Alkyl oder O- Benzoyl atahen oder gemeinaam daa O-AGom einea 
Epoxide oder eine der C-C-Bindungen einer C-C-Doppelbindung 
bilden, wobei Epothil n A und B auagenomen aind. 

i 

t 

2. Epothil nderivat der Formel 2 
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wobei R - H, Cx.4-Alkyl; R 1 , R 2 , R 3 - H, C^-Alkyl, Cj^-Acyl, 
Benzoyl, Ci-4-Trialkyloilyl, Benzyl, Phenyl, Ci-$-Alkoxy-, C$- 
Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl b*w;. Phenyl; 
es eich bei den in den Reeten enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reate handelt;, und V und 
Z die Bedeutungen gemAfi Anopruch 1 beeitzen. 



3* Epothilonderivat der Formel 3 
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wobei R - H, Cx- 4 -Alkyl; R 1 , R 3 - H, C^.g-Alkyl, C 1-6 ±Acyl, 
Benzoyl, C 1 . 4 -TrialkylBilyl, Benzyl, Phenyl, Cx.6~ A lk^xy- , c 6~ 
Alkyl-, Hydroxy- und halogenaubatituicxtea Benzyl bsw* Phenyl; 
es aich bei den in den Hasten enthaltenen Alkyl- bzw. ;Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt, und x all- 
gemein fur -C(0)-, -C{S>-, -8(0)-, -CR^-R 2 - und -SiRg- : ateht , wo- 
bei R, R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben angegeben und R 1 
und R 2 auch zuaammen eine Alkylengruppe mit 2 bis 6 Kohlcnotoff- 
atomen bilden kdnnen; und Y und Z die Bedeutungen gemi£ Anspruch 
1 beaitzen. i 



4. Epothilonderivat der Formal 4 



ft 



Y 




wobei R ■ H # Ci-4-Alkyl; R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 - H, Cx-efAlkyl, 
Ci-6-Acyl, Benzoyl, Ci- 4 -Trialkylailyl, Benzyl , Phenyl . C x . 6 - 
Alkoxy- , C$ -Alkyl-, Hydroxy- und halogeneubatituierteb Benzyl 
bzw. Phenyl; ea sich bei den in den Reeten enthaltenen Alkyl - 
bzw. Acylgruppen urn gradkettige oder verzweigte Reete; handelt, 
Saueretoff, NOR 3 , N-NR 4 R 5 # und N-NHCONR 4 R S bedeutet, Wobei die 
Reete R 3 bie R s die oben angegebene Bedeutung haben uhd R 4 und 
R 5 auch zueammen eine Alkylengruppe mit 2 bia € Kohlehatoff- 
atomen bilden konnen; und 

Y und Z.di B deutung n gemaft Anapruch 1 beeits n. 

I 
I 
I 

I 
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5. Epothilonderivae der Formal 5 




5 

wobei R - H, 'Cx-4-Alkyl; R 1 , R 2 - H, Cx.j-Alkyl, C^rAcyl, 
Benzoyl, C^-Trialkyleilyl, Benzyl, Phenyl, Ci.g-AlkOxy-, c 6 - 
Alkyl-, Hydroxy- und halogeneubatituiertee Benzyl baw* Phenyl 1 
ea aich bei den in den Reeten enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Rests handele, und X 
Waaaeratoff, C^.^g -Alkyl, Cx-xB'Acyl, Benzyl, Benzoyl : und Cinna 
moyl bedeucet und 

Y und 2 die Bedeutungen gemAS Anepruch 1 beeiezen. 
€. Epothilonderivat dar Pormel 6 . 




wobei R - H, ^.4 -Alkyl und R 1 - H, C^-Alkyl, Cx^-lLcyl, 
Benzoyl, C 1 . 4 -Trialkyleilyl # Benzyl, Phenyl, Cj^g-Alkixy-, C 6 - 
Alkyl-, Hydroxy- und halogenaubatituiertea Benzyl bzwj Phenyl 
iat; ea eich bei den in den Reacen enthaltenen Alkyl- bzw. 
Acylgruppen urn gradkettige Oder verzweigte Reete handejlti und 
Y und Z die Bedeutungen gem&& Anspruch x beeitzen. 

7. Epothilonderivat der Formal 7 ] 

i 




wobei R - H, Ci- 4 -Alkyl und R 1 , R 2 , R 3 , R 4 - II, Cx-s-Alkyl, C X -^ 
-Acyl, Benzoyl. Ci. 4 -Trialkylailyl, Benzyl, Phenyl, C^.g-Alkoxy, 
C$-Alkyl-, Hydroxy- und halogenaubatituiertea Benzyl l?sw. 
Phenyl; ea aich bei den in den Reaten enthaltenen Alkyl- bzw. 
Acylgruppen urn gradkettige oder verzveigte Reatc handelt; und 
Y und Z die Bedeutungen gemAfi Aneprueh 1 beeitzen. 

8. Verfahren zur Heratellung einea Epothilonderivate der Formal 
7 gem&S Aneprueh 7, dadurch gtknanmichntt , daft man Efcothilon A. 
Epothilon B, ein 3-OH-geachCttztea Derivat deraelben ojier ein 7- 
OH-geechfltztea Derivat deraelben 
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(a) enzymatiech hydrolyeiert , inebeaondere mit einer Eeteraee 
oder Lipase, odar 

(b) in alkaliachem Medium hydrolyeiert , inebeaondere mit 
Natriumhydroxid in einera Methanol /Woeeer-Gemiach, 

und daa Epothilonderivat der Forme 1 7 gewinnt und iaoliert. 

9. Verfahren zur Heratellung einea Epothilonderivata der Formal 
2 gemafe Anapruch 2, dadurch gekennBiichnet , dafi man ein 
Epothilonderivat der Formal 7 gema& Anapruch 7 odar ala Produkt 
daa Verf ahrena gemaS Anapruch 8 

(a) nach der Yamaguchi-Methode oder 

(b) nach der Corey- Methode oder 

(c) nach der Kellogg •Methode 

in daa Epothilonderivat der Forme 1 2 umwandelt und dieeca 
Umwandlungaprodukt isoliert. 

10. Verfahren zur Heratellung von Epothilon A und/oder 12,13- 
Biaepi-epothilon A, dadurch gekennseiehnet, dafi man Epothilon C 
epoxidierti inabeaondare mit Dimethyldioxiran odar einer 
Peraaure. 

11. Verfahren zur Heratellung von Epothilon B und/oder 12,13- 
Biaepi-epothilon B, dadurch gekennseiehnet, da& man Epothilon D 
epoxidiert, inebeaondere mit Dimethyldioxiran oder einer 
Peraaure. 

12. Mittel fur den Pf lanzenachutz in der Landwirtschaf t und 
Foratwirtachaft und/oder im Gartenbau, beetehend aua einem oder 
mehreren der Verbindungen gemaS einem der vorangehendin Anapru- 
che oder einer Oder mehreren dieaar Verbindungen neben einem 
Oder mehreren Qblichen Trager(n) und/oder Verdunnungemittel in) . 

i 

13. Therapeutiachee Mittel, inebeaondere zum Einaat* ala 

Cyt statikum, beatehend aua einer oder mehrerer der Verbindungen 
nach einem oder mehreren der Anepruche 1 bia 7 odor einer oder 



mehrerer der Verbindungen nach einem Oder mehrcren dor Ansprttchc 

1 bis 7 neben einem oder mehreren ub lichen TrAger<n) und/oder 

i 

Verddnnungsraittel (n) . 
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Zusatnmenf asaung 

Die vorliegenda ErXlndung betrifft fipothilonderivat* u 
deren V«rvendung. 
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Our reference: 8371-GBF November 18, 1996/he 

Epothilone C and D, Preparation and Means 

The present invention concerns general epothilone derivatives and their use for the produc- 
tion of drugs. Especially, the present invention is concerned with the preparation of 
epothilone derivatives according to the general Formulas 1 to 7 given below, as well as with 
their use for the production of therapeutic agents and agents for plant protection. 
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In the above Formulas 1 to 7, the symbols have the following meanings: 

R = H, C M -alkyl; 

R l , R 2 , R\ R\ R 5 = H, C M -alkyl, 

C^-acyl-benzoyl, 

C M -trialkylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C^-alkoxy-, 

C 6 -alkyl-, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
also, two of the groups R 1 to R 3 may be combined to form the grouping -(CH^- with n = 1 
to 6 and the alkyl or acyl groups contained in the groups are either straight-chain or branched 
groups; 

Y and Z are either identical or different and can stand for hydrogen, halogens, such as F, 
CI, Br or I, pseudohalogens, such as -NCO, -NCS or -N 3 , OH, 0-(C 1-6 )-acyl, CMC^ J-alkyl, 
O-benzoyl. Y and Z can also be the O-atom of an epoxide, in which case, epothilone A and 
B are not claimed, or one of the C-C bonds can form a C=C double bond. 

In Formula 3, X generally stands for -C(O)-, -C(S)- f -S(O)-, -CR'R 2 -, where R l and R 2 have 
the meaning given above and -SiR 2 -, where R has the meaning given above. 

In Formula 4, X stands for oxygen, NOR 3 , N-NR 4 R 3 , and N-NHCONR 4 R 5 , where the 
groups R 3 to R 5 have the meaning given above. 

In Formula 5, X stands for hydrogen, C M8 -alkyl, C M8 -acyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 

With regard to epothilone A and B, let us refer to DE-A-41 38 042. Compounds according 
to general Formula 1 are accessible starting from epothilone A and B, as well as from their 
3-0- and/or 7-0-protected derivatives by opening the 12,13-epoxide. When hydrogen halides 
are used for this purpose in a preferred nonaqueous solvent, the halohydrins X = Hal, Y = 
OH and Y = OH, Y = Hal are obtained. Protonic acids, for example, toluenesulfonic acid 
and trifluoroacetic acid, lead to 12,13-diols in the presence of water and then these are 
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acylated subsequently according to standard methods (for example, with carboxylic acid 
anhydrides and pyridine or triethylamine/DMAP) or are alkylated (alkyl halides and silver 
oxide). For this purpose, the 3- and 7-hydroxy groups can be protected temporarily as the 
formate (cleaved with NH 3 /MeOH) or p-methoxybenzyl ether (cleaved with DDQ). 

Compounds according to general Formula 2 are obtainable from epothilone A and B as well 
as from their 3-0- and/or 7-0-protected derivatives by reduction, for example, with NaBH* 
in methanol. If the 3-OH and/or 7-OH groups are protected reversibly during this process, 
after acylation or alkylation, and removal of the protecting groups, 5-0-monosubstituted, 3,5- 
or 5,7-O-disubstituted derivatives according to general Formula 2 can be obtained. 

Reactions of epothilone A and B with Afunctional electrophilic reagents, such as (thio)phos- 
gene, (thio)carbonyldimidazole [sic], thionyl chloride or dialkylsilyl dichlorides or bistriflates 
give compounds having general Formula 3. The bases used as aids here can be pyridine, 
trialkylamine, optionally together with DMAP or 2,6-lutidine in an aprotic solvent. The 3,7- 
acetals having general Formula 3 are formed by transacetalization, for example, of dimethyl- 
acetals, in the presence of an acidic catalyst. 

Compounds according to general Formula 4, obtained from epothilone A and B or from 
their 3-0- and/or 7-0-protected derivatives by ozonolysis and reductive processing, for 
example, with dimethyl sulfide. The C-16 ketones can then be converted to the oximes, 
hydrazones or semicarbazones according to standard methods known to the expert in the 
field. Furthermore, they are converted into C-16/C-17 olefins by the Wittig, Wittig-Horner, 
Julia or Petersen olefination method. 

The 16-hydroxy derivatives according to general Formula 5 are obtainable by reduction of 
the C-16 keto group, for example, with aluminum hydride or borohydride. When the 3-OH 
and 7-OH groups are protected correspondingly, they can be acylated or alkylated selective- 
ly. The liberation of the 3-OH- and 7-OH groups is done, for example, with NH 3 /MeOH in 
the case of O-formyl and with DDQ in the case of O-p-methoxy benzyl. 
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The compounds having general Formula 6 are obtained from derivatives of epothilone A and 
B in which the 7-OH group is protected by acyl or ether groups, in which the 3-OH group 
is, for example, formylated, mesylated or tosylated and then eliminated by treatment with a 
base, for example, DBU. The 7-OH group can be liberated as described above. 

Compounds having general Formula 7 are obtained from epothilone A and B or from their 
3-OH- and 7-OH-protected derivatives by basic hydrolysis, for example, with NaOH in 
MeOH or MeOH/water. Preferably, the compounds having general Formula 7 are obtained 
from epothilone A or B or from their 3-OH- or 7-OH-protected derivatives by enzymatic 
hydrolysis, preferably with esterases or lipases. The carboxyl group can be converted into 
the ester by alkylation with diazoalkanes after protection of the 19-OH group. 

Furthermore, compounds having Formula 7 can be converted into the compound having 
Formula 2 by lactonization according to the methods of Yamaguchi (trichlorobenzoyl 
chloride/DMAP), Corey (aldrithiol/triphenylphosphine) or Kellogg (omega-bromic ac- 
id/cesium carbonate). The corresponding methods can be found in Inanaga et al. in Bull. 
Chem. Soc. Japan, 52 (1979) 1989; Corey & Nicolaou in J. Am. Chem. Soc., 96 (1974) 
5614; and Kruizinga & Kellogg in J. Am. Chem. Soc., 103 (1981) 5183. 

In order to prepare the compounds according to the invention, one can also start from 
epothilone C or D, and the derivatization methods described above can be used for derivati- 
zation here, too. The 12,13-double bond can be hydrogenated selectively, for example, 
catalytically or with diimine; or it can be epoxidized, for example, with dimethyldioxiran or 
a peracid; or it can be converted into the dihalides, dipseudohalides or diazides. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or several of the epothilone derivatives described 
above or consisting of one or several of the epothilone derivatives described above in 
addition to one or several of the usual carrier(s) and/or diluent(s). 

Finally, the invention is concerned with therapeutic agents, consisting of one or several of 
the compounds listed above or. of one or several of the compounds listed above in addition to 
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one or several of the usual carrier(s) and/or diluent(s). These agents can exhibit especially 
cytotoxic activities and/or cause immunesuppression and/or can be used for combatting 
malignant tumors, but they can especially preferably be used as cytostatic agents. 

The invention is explained further and described by the description of a few selected practical 
examples. 



Examples 

Translator's note: In the infrared spectra in the examples, the general English abbrevi- 
ations are used, s, m, w, vs, b, etc., except for Sch = shoulder and ny = v (nu) 
Also, the abbreviation lg stands for log. 

Example 1: 
Compound la 

20 mg (0.041 mmole) of epothilone A is dissolved in 1 mL of acetone, with 50 (0.649 
mmole) of trifluoroacetic acid is added and the mixture is stirred overnight at 50°C. For 
work-up, the reaction mixture is treated with 1 M pH 7 phosphate buffer and the aqueous 
phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed 
with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer- 
chromatography (solvent: dichloromethane/acetone, 85:15). 

Yield: 4 mg (19%) isomer I 
4 mg (19%) isomer II 

Isomer I 

R , (dichlorop iethang/ace tone, 85:15) : 0.46 

TR (Film) ! ny - 3440 (m, b, Sch), 2946 (s, Sch) , 1734 

(vs), 1686 (m), 1456 (m) , 1375 (w) , 1256 
(s, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (m, 
Sch), 884 (w) , 735 (w) cm" 1 . 

Mg (20/70 eV) t m/e (%) -493 (43 [M-H 2 0] + ), 394 (47), 306 (32), 

206 (30), 181 (40), 166 (72), 139 (100), 

113 (19), 71 (19), 57 (24), 43 (24). 
10 
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High resolution : C^HjANS calculated: 493.2498 for [M-H 2 0] + 

found: 493.2478 

Isomer II 

R f (dichloromethane/acetone. 85:15) : 0.22 

IR (Film) : ny * 3484 <s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs) , 1570 (w) , 1456 (m) , 1380 (m) , 1265 
(s), 1190 (w) , 1069 (m) , 975 (w) , cm" 1 . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (21 [M-K 2 0)+) , 394 (12), 306 (46), 

206 (37), 181 (63), 166 (99), 139. (100), 
113 (21) , 71 (23), 57 (33), 43 (28). 

High resolution : C^ANS calculated: 493.2498 for [M-H 2 0] + 

found: 493.2475 

Example 2: 
Compound lb 

Epothilone A, 55 mg (0.111 mmole), is dissolved in 0.5 mL of tetrahydrofuran, 0.S[sic] mL 
of 1 N hydrochloric acid is added and the mixture is stirred for 30 minutes at room tempera- 
ture. Then 1 N phosphate buffer of pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of 
the crude product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: 
dichloromethane/methanol, 90:10). Yield: 19 mg (32%). 
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R , (dichloro methane/m ethanol, 90:10) : 0.46 



IR (Film) : ny - 3441 (s, br, Sch), 2948 (s, Sch) , 1725 

(vs, Sch), 1462 (m) , 1381 (w) , 1265 (m) , 
1154 (w), 972 (m, br, Sch) cm' 1 . 

UV (Methanol) : lambda^ (lg epsilon) * 210 (4.29), 248 (4.11) 
nm. 

MS (20/70 eV) • m/e (%) - 529 (13 [M + ] ) , 494 (10), 342 (38), 306 

(23), 194 (32), 164 (100), 140 (31), 113 
(15) , 57 (16) . 

High resolution : C 26 H4o0 6 ClNS calculated: 529.2265 for [M^], 

found; 529.2280 

Example 3: 
Compound lc 

12-Chloro-13-hydroxy-epothilone A (lb), 25 mg (0.047 mmole), is dissolved in 1 mL of 
dichloromethane, and then 29 mg (0.235 mmole) of dimethylaminopyridine, 151 (1.081 
mmole) of triethylamine and 20 fiL (0.517 mmole) of 98% formic acid are added. The 
reaction mixture is cooled with ice/sodium chloride. After reaching -15 °C, 40 iiL (0.423 
mmole) of acetic anhydride is added to the reaction mixture, followed by stirring for 70 
minutes at -15°C. Since the thin-layer chromatogram did not show complete conversion, 
another 6 mg (0.047 mmole) of dimethylaminopyridine, 7 /xL (0.047 mmole) of triethyl- 
amine, 2 ixL of 98% formic acid (0.047 mmole) and 4 fiL (0.047 mmole) of acetic anhydride 
are added to the reaction mixture, followed by stirring for 60 minutes. For work-up, the 
reaction mixture is heated to room temperature, 1 M phosphate buffer with pH 7 is added 
and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic 
phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the 
solvent is removed. The purification of the crude product is done with the aid of preparative 
layer chromatography (solvent: dichloromethane/acetone, 90:10). Yield: 5 mg (18%). 
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R , (Dichloromethane/acetone. 90-10) : 0.67 



IR (Film) : ny - 3497 (w, b, Sch) , 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs) , 1468 (m, b, Sch), 1379 (m) . 1265 
(s), 1253 (s) , 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch) , 737 (s) cm" 1 

MS (20/70 aV) ! m/e {%) = 613 (9.[M + ]), 567 (43), 472 (63), 382 

(23), 352 (21), 164 (100), 151 (33), 96 
(31) , 69 (17) , 44 (26) . 

High resolution : CaHiANSCl calculation: 613.2112 for [NT] 

found: 613.2131 

Example 4: 
Compound Id 

10 mg (0.020 mmole) of epothilone B is dissolved in 0.5 mL of tetrahydrofuran, then 0.5 
mL of 1 N hydrochloric acid is added and the mixture stirred for 30 minutes at room 
temperature. Then 1 M phosphate buffer at pH 7 is added and the aqueous phase is 
extracted 4 times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated s 
sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and freed from solvent. The purification 
of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: 
dichloromethane/acetone, 85:15). 
Yield: 1 mg (9%) 

R , (Dichlorow i^h^/ace tone. 85: 15) : 0.38 

MS (20/70 etV) : m/e (%) - 543 (3 [M+J ) , 507 (14), 320 (19), 234 

(9), 194 (17), 182 (23), 164 (100), 140 
(22) , 113 (14) , 71 (13) . 



13 



/ 

High resolution : C^H^O^SC! 



calculated: 
found: 



543.2421 for [M + ] 
543.2405 



Example 5: 
Compound 2a 

Epothilone A, 100 mg (0.203 mmole), is dissolved in 4 mL of tetrahydrofuran/1 M phos- 
phate buffer, pH 7 (1:1) and sodium borohydride (150 mg = 3.965 mmole) is added until 
the thin-layer chromatogram shows that the starting material reacted completely. Then the 
mixture is diluted with 1 M phosphate buffer, pH 7 and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of 
the crude product is done by silica gel chromatography (solvent: dichloromethane/acetone, 
95:5 - in 5 steps to dichloromethane/acetone, 85:15). 
Yield: (20%) 

R f (Dichloromethane/acetone. 75:25) : 0.27 

IR mim) ny - 3413 (s, b, Sch), 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs), 1458 (m, b, Sch), 1383 (m, Sch), 
1264 (s, b, Sch), 1184 (m, b, Sch), 1059 
(s, Sch) , 966 (s) , 885 (w) , 737 (ra) cm -1 

MS f 20/70 eV) : m/e (%) - 495 (6 [M + ] ) , 477 (8), 452 (12), 394 

(9), 364 (16), 306 (49), 194 (19), 178 
(35), 164 (100), 140 (40), 83 (21), 55 
(27). 

High resolution : C^H^O^S calculated: 495.2655 for [NT] 

found: 495.2623 



Example 6: 

Compound 3a-d (a-d are stereoisomers) 

Epothilone, 100 mg (0.203 mmole) is dissolved in 3 mL of pyridine, with 50 fiL (0.686 
mmole) of thionyl chloride added and the mixture is stirred for 15 minutes at room tempera- 
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ture. Then, 1 M phosphate buffer, pH 7, is added and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of 
the crude product and separation of the four stereoisomers 3a-d is done with the aid of 
preparative layer chromatography (solvent: toluene/methanol, 90:10). 



Compound 3a 

Yield : 4 mg (12%) 

R T (toluene/methanol. 90:10) : 0.50 

tp (Fllm)t ny « 2961 (m, b, Sch) , 1742 (vs) , 1701 (vs) , 

1465 (m, Sch), 1389 (m, Sch), 1238 (s, 
Sch), 1210 (vs, Sch), 1011 (s. Sch), 957 
(s, b, Sch), 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) 
cm" 1 

ttv fM»r.h a nol) : lambda — (lg epsilon) - 210 (4.50), 248 (4.35) 
nm. 

Mfi f 7.0/70 eV): m/e (%) » 539 (40 [M + ] ) , 457 (22), 362 (16), 316 

(27), 222 (30), 178 (30), 164 (100), 151 
(43), 96 (38), 69 (29), SS (28), 43 (20). 

High resolution : C^^OjNSz calculated: 539.2011 for [M + ] 

Compound 3b 
Yield : 14 mg (13%) 
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R , (toluene/methanol. 90:10) : 0.44 

XR (Film) ; ny - 2963 (s, br, Sch) , 1740 (vs) , 1703 (s) , 

1510 (w) , 1464 (m, br, Sch) , 1389 (m. 

Sch), 1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 

(w), 1037 (w), 1003 (ra), 945 (s, br, 

Sch) , 806 (m, Sch) , 775 (s) , 737 (m) cm" 
1 

UV (Methanol) ; lambda^ (lg epsilon) » 211' (4.16), 250 (4.08) 
nm. 

MS (20/70 eV) ♦ m/e (%) - 539 (27 [M + ] ) , 475 (17), 322 (41), 306 

(67), 222 (16), 206 (17), 194 (19), 178 
(32), 164 (100), 151 (33), 125 (18), 113 
(15), 96 (39), 81 (23), 64 (58), 57 (42), 
41 (19) . 

High resolution : C 2S H 37 0 7 NS2 calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.1998 

Compound 3c 

Yield : 4 mg (4%) 

R , (toluene/methanol. 90:10) : 0.38 

MS (20/70 eV) - m/e (*) - 539 (51 [M + J ) , 322 (22), 306 (53), 222 

(36), 178 (31), 164 (100), 151 (41), 96 
(25), 81 (20), 69 (26), 55 (25), 41 (25). 

High resolution : QjHjANSj calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.2001 
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Compound 3d 

Yield : 1 mg(l%) 



R , (toluene/methanol. 90:10) : 0.33 

MS (20/70 eV) : m/e (*) » S39 (69 CM*]), 322 (35), 306 (51), 222 

(41), 178 (31), 164 (100), 151 (46), 96 
(31), 81 (26), 69 (34), 55 (33), 41 (35) 

High resolution : C 26 H 37 0 7 NS2 calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.1997 

Example 7: 
Compound 4a 

Epothilone A, 10 mg (0.020 mmole), is dissolved in 2 mL of dichloromethane, cooled to 
-70°C and then treated with ozone for 5 minutes until a weak blue coloration develops. The 
resulting reaction mixture is then treated with 0.5 mL of dimethyl sulfide and heated to room 
temperature. In the work-up, the solvent is removed from the reaction mixture and finally 
the product is purified with preparative layer chromatography (solvent dichloromethane/ace- 
tone/methanol, 85:10:5). 

Yield : 5 mg (64%) 

R f (Dichloromethane/acetone/methanol. 85: 10:51 : 0.61 

tr (Film) ! ny - 3468 (s, br, Sch) , 2947 (s, br, Sch) , 

1734 (vs, Sch) , 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
(w), 1157 (w), 1080 (w), 982 (w) cm" 1 . 

ttv (Methanol) ; lambda,^ (lg epsilon) - 202 (3.53) nra. 

ma f 30/70 eV) ; m/e (%) - 398 (2 [M+] ) , 380 (4), 267 (14), 249 

(17), 211 (20), 193 (26), 171 (34), 139 

(3.4), 111 (40), 96 (100), 71 (48), 43 
(50). 
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High resolution : Q^O, calculated: 398.2305 for [M + ] 

found: 398.2295 



Example 8: 
Compound 6a 

3,7-Di-O-formyl-epothilone A, 10 mg (0.018 mmole), is dissolved in 1 mL of dichlorometh- 
ane, 27 piL (0.180 mmole) of l,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) is added and the 
mixture stirred at room temperature for 60 minutes. 

For work-up, the reaction mixture is treated with 1 M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5, and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent is removed. After elimination of the solvent, the resulting crude product is 
dissolved in 1 mL of methanol, treated with 200 /xL of ammoniacal methanol solution (2 
mmole of NH 3 /mL of methanol) and stirred overnight at room temperature. For work-up, 
the solvent is removed in vacuum. 

Yield : 4 mg (22%) 

R f (Dichloromethane/acetone. 85:15) : 0.46 

IR (Film) : ny » 3445 (w, br, Sch), 2950 (vs, br, Sch) , 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 
1370 (m, SCh) , 1267 (s, br, Sch) , 1179 
(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 
cm" 1 

UV (Methanol) ; lambda-.- (lg epsilon) ■ 210 (4.16) nm. 

MS (20/70 eV) ; m/e (*) = 475 (28 [M+] ) , 380 (21), 322 (37), 318 

(40), 304 (66), 178 (31), 166 (100), 151 
(29), 140 (19), 96 (38), 81 (20) , 57 
(26) . 
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High resolution : CmHsANS calculated: 475.2392 for [M + ] 

found: 475.2384 

Example 9: 
Compound 6b 

3,7-Di-O-formyl-epothilone A, 50 mg (0.091 mmole), is dissolved in 1 mL of dichloroeth- 
ane, 2 mL (0.013 mole) of l,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) is added and the 
mixture stirred for 12 hours at 90°C. 

For work-up, the reaction mixture is treated with 1 M sodium dihydrogeh phosphate buffer, 
pH 4.5, and the aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent removed. The purification of the crude product, which consists of two com- 
pounds, is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: dichloromethane- 
/acetone, 90:10). 

Yield : 7 mg (15%) 

Substance code 

R f (Dichloromethane/acetone. 90:10) : 0.62 

IR (Film) : ny - 2951 (m, br, Sch) , 1723 (vs) , 1644 (w, 

br, Sch) , 1468 (w) , 1377 (w) , 1271 (m, 
br, Sch) , 1179 (s) , 987 (m, br, Sch) , 735 
(w, br, Sch) era" 1 . 

uv (Methanol) ; lambda^a* (lg epsilon) - 210 (4.44) nm. 

MS (20/70 eV) i m/e (%) - 503 (68 [M+] ) , 408 (58), 390 (32), 334 

(25), 316 (34), 220 (21), 206 (27), 194 
(20), 181 (33), 164 (100), 151 (34), 139 
(28), 113 (20), 96 (82), 81 (33), 67 
(24) , 55 (26) , 43 (22) . 
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High resolution : C^I^OsNS 

Example 10: 
Compound 6c 

3,7-Di-O-acetyl-epothilone, 5 mg (0.009 mmole), is dissolved in 1 mL of methanol, 150 pL 
of an aramoniacal methanol solution (2 mmole of NH 3 /mL of methanol) is added and the 
mixture stirred overnight at 50°C. 

For work-up, the solvent is removed in vacuum and the crude product is purified with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: toluene/methanol, 90: 10). 

Yield : 3 mg (67%) 

Rf (Dichloromethane/acetone. 90:10) : 0.55 

IR (Film) t ny = 2934 (s, b, Sch) , 1719 (vs, b, Sch) , 1641 

(m) , 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 1237 
(vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 (s), 
963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 

UV (Methanol) : lambda,,^ (lg epsilon) ■ 210 (4.33) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) » 517 (57 [M+] ) , 422 (58), 318 (31), 194 

(20), 181 (34), 166 (100), 151 (31), 96 
(96), 81 (32), 69 (27), 55 (29), 43 (69). 

High resolution : Qg^OgNS calculated: 517.2498 for [M + ] 

found 517.2492 

Example 11: 
Compound 7a 

Epothilone, 20 mg (0MI mmole), is dissolved in 0.5 mL of methanol, 0.5 mL of 1 N 
sodium hydroxide is added and the mixture stirred for 5 minutes at room temperature. 



calculated: 503.2342 for [M + ] 
found: 503.2303 
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For work-up, the reaction mixture is treated with 1 M phosphate buffer, pH 7, and the 
aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic phases are 
washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer 
chromatography. (Solvent: dichloromethane/methanol, 85:15). 

Yield : 11 mg (52%) 

R f (Dichloromethane/methanol. 85:15) : 0.92 

IR (Film) • ny « 3438 (s, br, Sch), 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vs) , 1507 (m), 1460 (s, Sch), 1383 
(m, Sch) , 1254 (w) , 1190 (w, br, Sch) , 
1011 (w, br, Sch) , 866 (w, br) , 729 (s) 
cm" 1 

MS (30/7Q gy) ; m /e (%) = 423 (0.1 [M + ] ) , 323 (4), 168 (89), 140 

(100) , 85 (31) , 57 (67) . 

High resolution : C 23 H 37 0 4 NS calculated: 423.2443 for [M + ] 

found: 423.2410 

Example 12: 
Compound 7b 

5 mg (0.009 mmole) of 7-O-acetyl-epothilone is dissolved in 1 mL of methanol, 200 jiL of • 
an ammoniacal methanol solution (2 mmole of NH 3 /mL of methanol) is added and the 
mixture is stirred for 2 days at 50°C. For work-up, the solvent is removed in vacuum. The 
purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatography 
(solvent: toluene/methanol, 90:10). 

Yield : 3 mg (59%) 
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le/methanol, 90:10): 0.63 



ny 



3441 (m, b, Sch) 2946 (s f Sch) , 1732 
(vs), 1600 (w) , 1451 (m), 1375 (m) , 1246 
(s, b, Sch), 1013 (m, b, Sch) cm" 1 



UV (Methanol) ; lambda^ (lg epsilon) =* 211 (3.75), 247 (3.59) 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 567 (1 [M + ] ) , 465 (4), 422 (7), 388 



Example 13: 

Epothilone A, 50 mg, is dissolved in 20 /xL of dimethyl sulfoxide and diluted with 30 mL of 
phosphate buffer (pH 7.1, 30 mM). After addition of 5 mg of pig liver esterase (Boehringer 
Mannheim), the mixture is stirred for 2 days at 30°C. It is acidified with 2 N HC1 to pH 5 
and the epothilonic acid 7 is extracted with ethyl acetate. The organic phase is dried with 
sodium sulfate and evaporated to dryness in vacuum. Yield 48 mg (96%). 

Example 14: 

Epothilonic acid 7, 48 mg, is dissolved in 6 mL of absolute THF and 40 /xL of triethylamine 
and 16 of 2,4,6-trichlorobenzoyl chloride are added under stirring. After 15 minutes, the 
precipitate is filtered off arid, within 15 minutes, under rapid stirring, it is added dropwise to 
a boiling solution of 20 mg of 4-dimethylaminopyridine in 200 mL of absolute toluene. 
After another 10 minutes, the mixture is evaporated in vacuum and the residue is partitioned 
between ethyl acetate/citrate buffer (pH 4). The evaporation residue of the organic phase 
gives 15 mg of epothilone A after preparative HPLC separation. 



nm. 



(5), 194 (5), 182 (7), 168 (65), 164 
(17), 140 (100), 97 (10), 71 (22), 43 
(27) . 



High resolution : Ci^jOgNS 



calculated: 567.2866 for [M + ] 
found: 567.2849 
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Example 15: 

Epothilone C and D as starting compounds 

A. Production stock and culture conditions corresponding to the basic epothilone patent 

B. Production with DSM 6773 

A culture, 75 L, is raised as described in the basic patent and was used for inoculating a 
production fermenter with 700 L of production medium consisting of 0.8% starch, 0.2% 
glucose, 0,2% soy meal, 0.2% yeast extract, 0.1% CaCl 2 -2H 2 0, 0.1% MgS0 4 -7H 2 0, 8 
mg/L of Fe-EDTA, pH = 7.4 and optionally 15 L of adsorbent resin Amberlite XAD-16. 
The fermentation takes 7-10 days at 30°C, aeration with 2 m 3 of air/hour. The p0 2 is kept 
at 30% by adjusting the rate of rotation. 

C. Isolation 

The adsorber resin is separated from the culture with a 0.7 m 2 , 100 mesh process filter and 
the polar accompanying substance is removed from it by washing with 3 bed volumes of 
water/methanol 2:1. Upon elution with 4 bed volumes of methanol, a crude extract is 
obtained, which is evaporated in vacuum until the appearance of the water phase. This is 
extracted three times with the same volume of ethyl acetate. Evaporation of the organic 
phase gives 240 g of crude extract, which is partitioned between methanol and heptane in 
order to remove any lipophilic accompanying substances. Thus, 180 g of raffinate is 
obtained from the methanol phase by evaporation in vacuum; this is fractionated into three 
portions on Sephadex LH-20 (volume 20 x 100 cm, 20 mL/min methanol). The epothilones 
are contained in the fraction eluted with a retention time of 240-300 minutes, a total amount 
of 72 g being obtained. To separate the epothilones, the product is chromatographed in three 
portions on Lichrosorb RP-18 (15 /xm, column 10 x 40 cm, solvent 180 mL/minute metha- 
nol/water 65:35). After epothilone A and B, epothilone C is eluted with Rt = 90-95 minutes 
and epothilone D with 100-110 minutes and after evaporation in vacuum, they are obtained 
as colorless oils, each in an amount of 0.3 g. 
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D. Physical properties 



R 
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N 



S 




OH 



O 



Epothilone C R = H 
Epothilone D R = CH 3 

Epothilone C 
C 26 H 39 N0 5 S [477] 

ESI-MS: (positive ions): 478.5 for [M+H] + 
l K and ,3 C see NMR table 
TLC: R f = 0.82 

TLC-aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 

Detection: UV extinguishing at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent, 
blue-gray coloration upon heating to 120°C. 

HPLC: R,: 11.5 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7/zm, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 
Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 
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Epothilone D 
C 27 H 4 ,N05S [491] 

ESI-MS: (positive ions): 492.5 for [M+H] + 
'H and 13 C, see NMR table 
TLC: R f = 0.82 

TLC-aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 

Detection: UV extinguishing at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent, 
blue-gray coloration upon heating to 120°C. 

HPLC: R, = 15.3 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7/xm, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 
Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 
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Table: 'H and 13 C-NMR data of epothilone C and epothilone D in [D 6 DMSO at 300 MHz 





Epothilone C 






Epothilone D 






H-Atom 


5 


C-Atom 




6 


C-Atcm 


ft 




(ppm) 




(ppm) 


(ppm) 




(ppm) 






1 


170.3 




1 


170.1 


2 -Ha 


2 .38 


2 


38.4 


2 .35 


2 


39.0 


1 -Hb 


2 .50 


3 


71.2 


2.38 


3 


70.8 






4 


S3 . 1 


4 . 10 


4 


53 . 2 




5 12 
w • x* 


5 


217 . 1 


5 * 08 


5 


217 . 4 


• H 






45 • 4 


3 .11 


6 


44 . 4 


7 - V 




7 


75 . 9 


3 .48 


7 


75 . 5 


7 .nw 


4 4 £ 


a 


35.4 


4 .46 


a 


36.3 


Q _u 
o -n 






27 . 6 


1 .29 


9 


29 . 9 




1 15 


10 


30 . 0 


1 . 14 


10 


25 . 9 


7 "XXD 


1 40 


11 


27 . 6 


1.38 


11 


31.8* 


x w ~ r\ti 


1 IS* 

X » A3 


12 


124 . 6 


1 . 14* 


12 


138.3 


10 -Hb 


1.35* 


13 


133 .1 


1.35* 


13 


120.3 




1 . 90 


14 


31.1 


1.75 


14 


31.6* 


11 -Hb 


2 .18 


15 


76.3 


2.10 


15 


76.6 




5 .38** 


16 


137.3 




16 


137.2 


11 -H 


5.44** 


17 


119.1 


5.08 


17 


119.2 


1 4 -Ha 


2.35 


18 


152.1 


2.30 


18 


152.1 


14-Hb 


2 .70 


19 


117.7 


2.65 


19 


117.7 


1S-H 


5.27 


20 


164.2 


5.29 


20 


164.3 


17-H 


6.50 


21 


18.8 


6.51 


21 


18.9 


19-H 


7.35 


22 


20.8 


7.35 


22 


19.7 


21-Kj 


2.65 


23 


22.6 


2.65 


23 


22.5 


22-H 3 


0.94 


24 


16.7 


0.90 


24 


16.4 


23 -Hj 


1.21 


25 


18.4 


1.19 


25 


18.4 


24-Hj 


1.06 


27 


14.2 


1.07 


26 


22.9 


25-K.t 


0.90 






0.91 


27 


14.1 


26-H, 








1.63 






27-H« 


2.10 






2.11 







*, ** Assignment interchangeable. 
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Example 15: [This should be Example 16] 

Epothilone A and 12,13-bisepi-epothilone A from epothilone C 

Epothilone A, 50 mg, is dissolved in 1.5 mL of acetone and 1.5 mL of a 0.07 molar solution 
of dimethyldioxiran in acetone is added. After standing for 6 hours at room temperature, it 
is evaporated in vacuum and separated by preparative HPLC on silica gel (solvent: methyl- 
tert. butyl ether/petroleum ether/methanol 33:66:1). 

Yield: 

25 mg epothilone A, R, = 3.5 min (analyt. HPLC, 7 /xm, column 4 x 250 mm, solvent see 

above, flow rate 1.5 mL/min) 

and 

20 mg of 12,13-bisepi-epothilone A, R, = 3.7 min, ESI-MS (positive ions) 
m/z = 494 [M+H]+ 

'H-NMR in [D 4 ] methanol, selected signals: 

A= 4.32 (3-H), 3.79 (7-H), 3.06 (12-H), 3.16 (13-H), 5.54 (15-H), 6.69 (17-H), 
1.20 (22-H), 1.45 (23-H). 



R 




O 



OH 



0 



12,13-bisepi-epothilone A R = H 
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Patent Claims 
1. Epothilone derivative having Formula 1 




1 

where R = H, C M -alkyl; R\ R 2 = H, C^-alkyl, C^-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C^-alkoxy, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
and the alkyl and acyl groups in these groups are straight-chain or branched groups and Y 
and Z are either the same or different and stand for hydrogen, halogen, pseudohalogen, OH, 
0-(C^)-acyl, O-CC^-alkyl or O-benzoyl or together form the O-atom of an epoxide or one 
of the C-C bonds form a C=C double bond, where epothilone A and B are excepted. 

2. Epothilone derivative having formula 2 
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where R = H, C M -alkyl; R l , R 2 , R 3 = H, C^-alkyl, C^-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C^-alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups and 
Y and Z have the meaning according to Claim 1. 

3. Epothilone derivative according to formula 3 

R 




where R = H, C M -alkyl; R\ R 2 = H, C^-alkyl, C^-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C M -alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy-, and halogen-substituted benzyl and phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups and 
X stands generally for -C(O)-, -C(S)-, -S(O)-, -CR'R 2 - and -SiR*-, where R, R 1 and R 2 have 
the meaning given above and R 1 and R 2 together can also form an alkylene group with 2 to 6 
carbon atoms; and Y and Z have the meaning according to Claim 1. 

4. Epothilone derivative according to formula 4 




4 
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where R = H, C M -alkyl; R l , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 = H, C^-alkyl, C^acyl, benzoyl, C M - 
trialkylsilyl, benzyl, phenyl, C^-alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl 
or phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; X stands for oxygen, NOR 3 , N-NR 4 R 3 , and N-NHCONR 4 R 5 , where the groups R 3 to 
R 5 have the meaning given above and R 4 and R 5 together can form an alkylene group with, 2 
to 6 carbon atoms; and 

Y and Z have the meaning according to Claim 1. 
5. Epothilone derivative having formula 5 

R 




where R = H, C M -alkyl; R\ R 2 = H, C^-alkyl, C^acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C M -alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl;* 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups and 
X stands for hydrogen, C M8 -alkyl, C M8 -acyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl and 
Y and Z have the meaning according to Claim 1. 
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6. Epothilone derivative according to formula 6 



R 




in which R = H, C M -alkyl and R l = H, C^alkyl, C^-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C M -alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups; 
and Y and Z have the meaning given in Claim 1. 

7. Epothilone derivative according to formula 7 




7 

in which R = H, C M -alkyl; and R 1 , R 2 , R 3 , R 4 = H, C w -alkyl, C,^acyl, benzoyl, C M - 
trialkylsUyl, benzyl, phenyl, C^-alkoxy-, C 6 -alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl 
or phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; and Y and Z have the meaning according to Claim 1. 
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8. Method for the preparation of an epothilone derivative having formula 7, according to 
Claim 7, characterized by the fact that epothilone A, epothilone B, a 3-OH-protected 
derivative of these or a 7-OH-protected derivative of these is 

^ (a) hydrolyzed enzymatically, especially with an esterase or lipase, or 

(b) is hydrolyzed in an alkaline medium, especially with sodium hydroxide, in a metha- 
nol/water mixture, and the epothilone derivative having formula 7 is obtained and isolated. 

9. Method for the preparation of an epothilone derivative having formula 2, according to 
Claim 2, characterized by the fact that an epothilone derivative having formula 7, according 
to Claim 7, or as product of the method according to Claim 8, is converted into the epothi- 
lone derivative having formula 2 according to 

(a) the Yamaguchi method or 

(b) the Corey method or 

(c) the Kellogg method 

and then this conversion product is isolated. 

10. Method for the preparation of epothilone A and/or 12, 13-bisepi-epothilone A, 
characterized by the fact that epothilone C is epoxidized, especially with dimethyl dioxiran or 
a peracid. 

1 1 . Method for the preparation of epothilone B and/or 12, 13-bisepi-epothilone B, 
characterized by the fact that epothilone D is epoxidized, especially with dimethyldioxiran or 
a peracid. 

12. Means for plant protection in agriculture and forestry and/or in gardening, consisting 
of one or several of the compounds according to one of the previous Claims, or according to 
one or several of these compounds together with one or several usual carriers) and/or 
diluent(s). 

13. Therapeutic agent, especially for use as cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of Claims 1 to 7, or one or several compounds 
according to one or several of Claims 1 to 7 together with one or several of the usual 
carrier(s) and/or diluent(s). 
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Summary 

/ 

The present invention is concerned with epothilone derivatives and their application. 
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